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研究成果の概要（和文）： 成体になっても心筋再生が可能なツメガエルと心筋を再生できないマウスの間で、
心筋前駆細胞の制御遺伝子Islet1の転写調節機構を比較解析した。ツメガエルでは心筋切除術後1日目にIslet1
とHIF1αの遺伝子発現が上昇した。Islet1の転写制御に関わるHIF1αの作用点は、Islet1遺伝子の上流に存在す
る８番目の保存領域（MCR８）に存在していた。マウスやヒトではMCR8に存在しているHIF1α結合モチーフが失
われていた。
　以上の結果から、HIF1α結合モチーフの位置や方向における動物種間の違いがIslet1の転写機能の違いの原因
である可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：   We compared and analyzed the transcriptional regulatory mechanism of the 
myocardial progenitor cell regulatory gene Islet1 between Xenopus, which can regenerate myocardium 
even in adults, and mice, which cannot regenerate myocardium.  In Xenopus, the gene expression of 
Islet1 and HIF1α increased on the first day after myocardial resection. The binding site of HIF1α 
in the transcriptional regulation of Islet1 was located in the 8th conserved region (MCR8) located 
upstream of the Islet1 gene. In mice and humans, the HIF1α-binding motif was lost in MCR8 region.
   From these results, it is suggested that the difference between animal species in the position 
and direction of the HIF1α-binding motif may be the cause of the difference in the transcription 
function of Islet1.

研究分野：発生生物学

キーワード： 心筋再生　心筋前駆細胞　Islet-1遺伝子　転写制御　HIF1α　種間比較
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により、心筋損傷により誘導されるHIF1αがIslet1遺伝子の転写誘導に必須であることが明らかになっ
た。また、マウスでもカエルと同様に、心筋の損傷直後にHIF1αの発現誘導が起こるものの、HIF1αが作用する
と考えられるIslet1のプロモーター領域からHIF1αの結合モチーフが欠失していることがわかった。
　これらの研究結果により、哺乳動物の成体心臓にはIslet1細胞が存在しているものの、分裂能を失っている理
由の一つが明らかになったといえる。これらの結果は、今後、哺乳類の心筋において組織再生への糸口を与える
重要な知見と思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

islet1 (isl1)は心臓前駆細胞マーカーとして知られる。哺乳類の成体心臓には心臓前駆細

胞である islet1 陽性細胞が存在するものの分裂能を失っている。一方我々は、アフリカツ

メガエルの成体の心臓において、islet1 陽性細胞が分裂能を有し、心筋再生能を示すことを

見出した。こうした哺乳類と両生類の心筋再生能の違いは、islet1 遺伝子の転写制御の違い

にあることが予想される。 

 
２．研究の目的 

アフリカツメガエルの isl1 遺伝子について転写調節領域を解析し、心筋再生時に働く isl1

のエンハンサー領域と転写制御因子を特定することを目的とする。また、同定されたエンハ

ンサー領域を脊椎動物の種間で比較し、哺乳類とツメガエルの心筋再生において isl1 の転

写調節に違いが生まれる機構を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（１）アフリカツメガエル isl1 遺伝子上流において動物種間で保存性の高い領域の探索 

ヒト、マウス、オポッサム、カモノハシ、トカゲ、ネッタイツメガエル、アフリカツメガエ

ル(L 型・S 型)、シーラカンス、ゼブラフィッシュの isl1 遺伝子領域のゲノム情報を取得

し、ゲノムアラインメントツール VISTA を用いて比較し、保存性が 75％以上である保存性

の高い multiple conserved region (MCR)を特定した。  

（２）isl1 転写調節因子の絞り込み 

isl1 の転写を調節する遺伝子候補について転写因子データーベース JASPAR を用いて絞り
込んだ。これらの遺伝子群の結合モチーフの中から高頻度に MCR に配列が存在し、初期心
臓形成あるいは心筋再生時に発現する遺伝子を isl1転写調節候補遺伝子とした。更に、ア
ニマルキャップアッセイを用いて、isl1 の遺伝子発現量へ影響を及ぼす転写調節遺伝子の

絞り込みを行った。 

（３）MCR における hif1αの結合モチーフの探索 

（２）のスクリーニングにより絞り込まれた hif1αに着目し、isl1 の MCR に存在する hif1

αの結合配列を検索し、hif1αの結合が実験的に証明されている 5’-RCGTG-3’ または 

5’-ACGTV-3’の配列を含む MCR を推定エンハンサー領域とした。また、hif1αが結合する

推定エンハンサー領域を複数箇所単離してルシフェラーゼアッセイを行い、hif1αに応答

性を示した MCR8 を特定した。更に ChIP アッセイを行いて、Hif1αが MCR8 に直接結合する

か、また MCR8 領域に存在する複数の結合モチーフのうち、どのモチーフに結合するのかを

解析した。 

（４）hif1α阻害が isl1 転写とその機能に与える影響の解析 

hif1α の転写と機能阻害をする PX-478 を投与し続けた個体から心臓を単離し、isl1 の遺

伝子発現および心筋形成に及ぼす影響を解析した。 

（５）マウス心筋損傷における hif1αと isl1 遺伝子の発現量解析 

マウス心筋にドライアイスを用いて凍結損傷を与え、損傷後における isl1 及び hif1αの遺

伝子発現量の変化を解析した。 

（６）isl1 上流の遠位エンハンサー領域の動物種間の比較 

ヒト、マウス、オポッサム、カモノハシ、ニワトリ、トカゲ、ネッタイツメガエル、アフリ



カツメガエル(L/S)、シーラカンス、ゼブラフィッシュのゲノム情報を用いて、isl1 遺伝子

の MCR8 に存在する hif1α結合モチーフの保存性を比較した。 

 
４．研究成果 

（１）アフリカツメガエル isl1 遺伝子上流における保存領域の探索 

isl1 の転写開始点から近接するコーディング遺伝子までのゲノム配列をヒト、マウス、オ

ポッサム、カモノハシ、トカゲ、ネッタイツメガエル、アフリカツメガエル(L 型・S 型)、

シーラカンス、ゼブラフィッシュの 10 種で比較したところ、もっとも近位の保存領域

(MiniP)以外に、8 つの MCR が存在し、近接コーティング遺伝子までの領域に広く分布して

いることがわかった。 

（２）isl1 遺伝子の転写調節候補因子の絞り込み 

ヒト・マウスisl1遺伝子の転写因子としてJASPARに登録されている522遺伝子を解析し、

細胞運命決定、及び 細胞分化に関連する遺伝子として 146 個を絞り込んだ。更にこれらの

中から、心筋関連遺伝子群に分類され、(1)で定義した各 MCR に結合モチーフが存在し、初

期心臓発生、または、未分化性維持に関連する遺伝子を選別した。その結果、isl1 転写調

節候補遺伝子として pou5f3.2、nkx2.5、gata4、mef2c、tbx5、hoxa5、hif1αを特定した。 

（３）アフリカツメガエルの心筋再生過程における転写調節候補遺伝子の発現解析 

変態後 3 か月齢のアフリカツメガエルの心室を切除し、切除後の遺伝子発現変化を解析し

た。その結果、isl1 が心筋切除 1日後に一時的に上昇するとともに、hif1α及び mef2ｃも

isl1 の発現変化と同様のパターンを示すことがわかった（図１）。また、nkx2.5 及び hoxa5 

 

は、切除後 7日まで発現が上昇していた。pou5f3.2、gata4、tbx5 の発現には有意な変化は

見られなかった。ツメガエルの心筋では、nkx2.5 は hif1αの標的遺伝子として知られてい

るため、nkx2.5 の mRNA の上昇は、hif1αの下流遺伝子として動いていると考えられる。ま

た、mef2c は islet1 の標的遺伝子として知られており、この遺伝子の上昇も矛盾しない。

また、創傷反応における低酸素環境は、心筋細胞への損傷および虚血のために引き起こされ

ると考えられる。 

（４）転写調節候補遺伝子の過剰発現が isl1 mRNA 発現量に与える影響の解析 

アニマルキャップアッセイにより、各候補遺伝子の過剰発現が isl1 転写に与える影響を解

析した。GR-gata4 の核移行がデキサメタゾン（DEX）によって誘導された場合に、心臓中胚

葉マーカーであるnkx2.5の発現が、誘導されなかった場合よりも増加した。この誘導系に、

候補遺伝子の mRNA を共注入し、isl1 転写量の変化を解析した。その結果、gata4 及び hoxa5

図 1．アフリカツメガエル 3 カ月個体の心室切除後の mRNA の変化 
(A) PCR 産物のアガロース電気泳動図。切除後１日（D1）から７日（D7）まで。(B) 定量
的 PCR の解析結果。未切除における発現量を１とした時の相対値。 



は抑制的に、mef2c と hif1αは促進的な作用を示した(図 2)。特に hif1αは濃度依存的に

isl1 の転写を促進した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（５）MCR における hif1αの結合モチーフ探索 

hif1αに着目し、isl1 転写促進の作用点を解析した。JASPAR を用いて isl1 遺伝子の３’下

流領域ににおける hif1α 結合モチーフを検索した結果、5'- RCGTG -3'および 5'- ACGTV -

3'のようなコア配列を含むモチーフは存在しなかった。これに対して５’上流側では、推定

hif1αのモチーフは MCR6 を除く全ての MCR に存在していた。しかし、5'- RCGTG -3 'また

は 5'- ACGTV -3'のコア配列を持つのは MiniP 、MCR4、7、および 8であることが明らかにな

った。 

（６）ルシフェラーゼレポーターアッセイによる Hif1αの作用領域の解析 

MiniP 、MCR4、7、および 8のそれぞれの配列を含むルシフェラーゼコンストラクトを作製

してレポーター活性を解析した。その結果、miniP は単独ではルシフェラーゼ活性を示さな

いのに対し、miniPと組み合わせたMCR8はエンハンサー活性を示すことがわかった（図３）。 

 

 

次に MCR8 の部分欠損コンストラクトを用いて、MCR8 に存在する全てのモチーフの活性を調

べた結果、MCR8 の 170-340 bp および 685-880 がルシフェラーゼ活性を示すために不可欠で

あり、hif1αが作用する有力候補であることがわかった。    

（７）ChIP-PCR による Hif1αと遠位エンハンサー領域の作用点の解析 

hif1αが MCR8 に直接結合するかを評価するために、MT-hif1αの過剰発現によるクロマチ

ン免疫沈降を行った結果、MCR8の1-170および170-340領域への結合は検出された一方で、

hif1αモチーフ配列を含まない 505-685 領域への結合は認められなかった。更に、1-170 お

図 2．isl1 転写調節候補遺伝子の過剰発現が isl1 転写に与える影響の解析 
(A) アニマルキャップアッセイの流れ。gr-gata4 と nodal2 注入により心筋を誘導した培
養系に候補遺伝子の mRNA を共注入して遺伝子発現を解析。(B) qPCR の電気泳動
図。候補遺伝子の mRNA 量を変化させた（胚あたり 0、100 、および 200 pg をそれぞ
れマイナス、プラス、およびダブルプラスとして表記）。 (C) qPCR の定量的解析結果。
遺伝子発現は odc 発現量を１とした相対値。 

図 3．hif1α 存在下での MCR8 特異的なルシフェ
ラーゼ活性 
（A） 用いたレポーターコンストラクトの模式図。（B）
ルシフェラーゼレポーターアッセイの流れ。（C）レ
ポーター活性の相対値。（D）MCR8（880 bp）にお
ける推定 hif1α 結合モチーフの位置。▲、forward
向きの配列。△、 reverse 向きの配列。■、
forward/reverse 両方向の配列。（E）MCR8 部分欠
失によるルシフェラーゼ活性の変化。 



よび 170-340bp の領域に含まれる推定 hif1α 結合モチーフのみを欠損した MCR8 レポータ

ーコンストラクトを用いてルシフェラーゼ活性を解析した結果、これらの結合モチーフを

欠損するとレポーター活性を失うことがわかった。 

（８）hif1α阻害が isl1 転写とその機能に与える影響の解析 

in vivo における hif1α 阻害の効果を評価するために、転写レベルで hif1α を阻害する 

PX-478 の存在下でアフリカツメガエル胚を発生させた。その結果、Phif1α の転写抑制と

ともに、isl1 とその転写標的である mef2c の転写レベルも減少することがわかった。また

PX-478 で処理されたオタマジャクシの心臓を観察したところ、心拍数の低下と心室の心筋

層の発達不良が認められた。  

（９）マウス心筋損傷における hif1αと isl1 遺伝子の発現量解析 

成体哺乳動物の心筋細胞の大部分は分裂せず休止状態であるため、マウスの心筋では心臓

損傷に isl1 が応答しないと仮定しマウス心臓の低温損傷実験を行った。その結果、hif1α

の mRNA は、損傷後数日間、発現が上昇していたが、isl1 の発現は検出されなかった(図４) 

 

 

ツメガエルの成体心筋では、低レベルに発現が維持された isl1 が損傷に応じて上昇する

ことから、哺乳類とツメガエルにおけるisl1の転写調節には違いがあることが示唆される。 

（１０）isl1 上流の遠位エンハンサー領域の動物種間の比較 

レポーター活性のために必須であったツメガエル MCR8 に存在する hif1α 結合モチーフが

動物種間でどの程度保存されているかを解析した結果、Xenopus tropicalis と Xenopus 

laevis (L/S)の MCR8 には完全に保存された 5'-ACGTC-3 '配列が存在することが分かった

(図５)。ツメガエルに共通の hif1α結合モチーフをニワトリと比較すると、塩基置換や挿 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

入により、このコア配列が変異していることがわかった。マウスやヒトでは、ニワトリより

も変異が顕著であり、コア配列の破壊が進んでいることがわかった。マウスの成体心筋では

損傷が起きても isl1 の転写誘導が起きないのは、isl1 の転写誘導に働く hif1αの結合モ

チーフがマウスの MCR８領域に存在しないことが原因の一つであることが示唆される。 

図 4.成体マウス心筋損傷後の mRNA 変化の解析 
8 週齢の雄マウスの心室に凍結損傷を与えた後
に、isl1 および hif1α 遺伝子発現の変化を解析し
た。遺伝子の発現量は gapdh の発現量を１とした
時の相対値。 

図 5. 動物種間の MCR8 における
推定hif1α結合モチーフの位置及
び向き 
▲ 、 forward 向 きの配列。△ 、
reverse 向 き の 配 列 。 ■ 、
forward/reverse 両方向の配列。
MCR8 の長さを右に記述。*、アフリ
カツメガエルに共通の hif1α モチ
ーフの位置、または、それに対応
する他種の MCR8 における位置。
**、ゼブラフィッシュの hif1α モチ
ーフの位置、または、それに対応
する他種の MCR8 における位置。 
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